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Abstract Of DEI 9842797 

A holder for samples which are in the form of particles with a high liquid content, such as protein crystals, 
is new and has at least one integral gas channel (21) in a carrier block (10), with an opening end (21a) 
aligned at the free laying end (31a) of a capillary holding channel (31). A gas flow from the gas channel 
(21) to the laying end (31a), forms a local gas atmosphere. 
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Probenhalterung fur eine partikelfornnige flussigkeitshaltige Materialprobe 

-Fine Halterungsvorrichtung fur Mate rial proben pa rtikel 
besitzt einen Tragerblock (10) fur eine Haltekapillare (31), 
die ein frefes Auflageende (31a) fur eine partikelfornnige 
Probe aufweist, wobei der Tragerblock (10) mindestens 
einen integralen Gaskanal (21) mit einem Mundungsende 
|21a) enthalt, das auf das Auflageende (31a) der Halteka- 
pillare gerichtet ist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Probenhalterung fur eine par- 
tikelformige flussigkeitshaltigeMaterialprobe, insbesondere 
fiir Partikel mil einem hohen Flussigkeilsgehalt, wie zum 5 
Beispiel Proteinkristalle. 

Die Proteinkristallographie ist ein Verfahren zur Struktur- 
analyse von Proieinen, bei dem diese in einem kristallisier- 
len Zusland einer Rontgen- oder Synchrotronbestrahlung 
ausgesetzt werden, um aus Beugungsbildern auf die Mole- lO 
kiilstruktur Riickschlusse zu Ziehen. Wegen der GroBe und 
unregelmaBigen Form der Protein molekule sind Proteinkri- 
stalle durch sehr geringe Gitterkrafte und einen hohen L6- 
sungsmittelgehall gekennzeichnet, der inn Bereich von 30% 
bis 70%, Oder sogar bis zu 90%, liegen kann. Proteinkri- 15 
stalle sind daher instabil und auf charakteristische Kristall- 
groBen im Bereich von 0.003 mm bis 1 mm beschrankt Die 
Instabilitat auBert sich insbesondere im Verlust der Kristall- 
sUuktur, sobald der Kristall bei Raumteraperatur einen L6- 
sungsmittelverlusl durch Wasserenlzug erfahrl. 20 

Es ist allgemein bekannt, die Proteinkristalle zur Erzie- 
lung einer ausreichenden Stabilitat wahrend der Struktur- 
analyse in einer geschlossenen Kapillare unler Anwesenheit 
freien Losungsmittels zu messen. In der Kapillare bildet sich 
eine nahezu gesalligle Losungsmiltelalmosphare aus, die ein 25 
Austrocknen der Kristallite verhindert. Diese Technik ist 
nachteilig, da die Kristallite in den Kapillaren schlecht 
handhabbar sind und da Tieftemperaturbehandlungen zum 
Schutz vor Strahlenschaden im Proteinkristall wahrend der 
Strukturanalyse, wie sie beispielsweise in der Publikation 30 
von H. Hope in "Acta Cryst." (Band 44, 1988, Seite 22 ff.) 
beschrieben sind, nur beschrankt anwendbar sind. 

Eine Halterung fiir einzelne Proteinkristalle wird von R. 
Kiefersauer el al. in "J. Appl, Cryst." (Band 29, 1996, Seite 
311 ff.) beschrieben. Die in Fig. 4 gezeigte herkommliche 35 
Halterung fiir das sogenannte "Free Mounting System" um- 
faBt insbesondere eine Haltekapillare 41, die in einem Tra- 
gerblock 42 angeordnet ist. Ein Ende der Tragerkapillare 41 
ist mit einer Saugeinrichtung (nicht dargestelU) verbunden, 
so daB das Innere der Haltekapillare 41 mit einem Unler- 40 
druck beaufschlagt werden kann. Das andere, aus dem TVa- 
gerblock 42 herausragende Ende bildet eine Auflage fiir den 
Proteinkristall. Diese Halterung besitzt den Vorteil, einzelne 
Proteinkristalle im Strahlengang der Analyseeinrichtung 
manipulieren zu konnen. Allerdings sind gesonderte Vor- 45 
kehrungen zur Erhaltung der Kristallstabilitat erforderlich, 
die die Manipulierbarkeit der als Probenkopf wirkenden 
Halterung einschranken. Bei der Halterung des Proteinkri- 
slalls am Ende der Haltekapillare 41 wiirde sich bei norma- 
len Raumbedingungen durch den Losungsmittelentzug die 50 
Kristallstruklur schnell verandem oder auflosen. Aus die- 
sem Grund wird eine derartige Halterung in Kombination 
mit einer (in Fig. 4 nicht dargestellten) Feuchtezufiihrung 
betrieben, bei der zum Beispiel mitiels Dusen ein feuchter 
Luftstrom auf den gehalterten Proteinkristall gefiihrt wird. 55 
Der Nachteil der Feuchtezufiihrung mit gesonderten. Dlisen 
besteht in der erschwerten Handhabung der Halterung, da 
bei deren Manipulalionsbewegungen die Feuchlezuftjhrdii- 
sen simultan milbewegl werden miissen, ohne etwa die Kri- 
stallbestrahlung abzuschatten. 60 

Ein weiterer Nachteil der herkommlichen Feuchtezufuhr 
mit Feuchtezufuhrdiisen besteht in der erschwerten Steuer- 
barkeit des tatsachlich aus den Diisen ausU-etenden Gasstro- 
mes in Bezug auf seine Feuchte und die Su-omungsverhalt- 
nisse. 65 

Die genannten Probleme bei der Halterung von Protein- 
kristallen treten auch bei der Manipulierung anderer parti- 
kelformiger Materialproben mit einem hohqn Fliissigkeits- 



gehall auf. Hierzu zahien biologische Objekte, wie zum Bei- 
spiel biologische Zellen oder Zellbestandteile, oder auch 
synthetische nicht-kristalline Objekte mit einem hohen L6- 
sungsmittelgehalt. Falls derartige Objekte frei vom umge- 
benden Losungsmittel vermessen werden sollen, so treten 
entsprechende Ausu-ocknungsprobleme auf, wie sie oben 
am Beispiel der Proteinkristalle beschrieben wurden. 

Aus der US-PS 4 728 135 ist ein Werkstiickmanipulator 
bekannt, bei dem ein Werkstiick unler der Wirkung eines 
Unterdrucks an einem Saugrohr gehaltert wird. Das Saug- 
rohr besitzt eine Struktur mit mehreren Unterdruck-Teillei- 
tungen, die konzenUisch angeordnet sind. Die CH- 
PS 481 726 beschreibt eine Haltevorrichtung fiir flachige 
Werkstiicke mit einer teilweise unter Uberdruck und teil- 
weise unter Unterdruck stehenden Halteflache. Diese Halte- 
vorrichtung ist zum Transport von Werkstiicken mit ebener 
Oberflache zwischen verschiedenen Bearbeitungsstationen 
vorgesehen. 

Es ist die Aufgabe der Erfindung eine verbesserle Proben- 
halterung fur eine partikelformige fliissigkeitshaltige Mate- 
rialprobe anzugeben, die eine vereinfachte Manipulierung 
der Proben insbesondere in MeBgeraten ohne Einschran- 
kung der MeBgeratfunktion erlauben. Es ist femer die Auf- 
gabe der Erfindung, neuartige und verbesserle Verwendun- 
gen einer derartigen Halterungsvorrichtung anzugeben. 

Diese Aufgabe wird durch eine Probenhalterung mit den 
Merkmalen gemaB Patenianspruch 1 gelosl. Vorteilhafie 
Ausfiihrungsformen und Verwendungen der Erfindung erge- 
ben sich aus den abhangigen Anspriichen. 

ErfindungsgemaB wird insbesondere eine Halterungsvor- 
richtung mit einem Tragerblock geschaffen, der nicht nur 
eine z. B. nach Art einer Vakuumpinzette funktionierende 
Haltekapillare, sondern auch mindeslens einen integrierlen 
Gaskanal enthali, der auf das als Auflage dienende Ende der 
Haltekapillare gerichlet ist. Der Gaskanal mundet angren- 
zend zur Haltekapillare, so daB sich an deren Ende eine lo- 
kale Atmosphare von aus dem Gaskanal stromenden Gas 
oder Dampf bildet. GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungs- 
form der Erfindung besitzt der Gaskanal einen Innendurch- 
messer, der groBer als der Aufiendurchmesser der Halteka- 
pillare ist, wobei diese mittig durch den Gaskanal hindurch- 
gefiihrt wird, so daB die Gas- oder Dampfzufiihrung durch 
den Gaskanal durch den nunmehr verbleibenden zylinder- 
formigen Hohlraum zwischen der Haltekapillare und der 
Gaskanalrand erfolgt Die Haltekapillare ist vom Gaskanal 
umgeben. 

GemaB einer besonders vorteilhaften Gestalt besteht die 
erfindungsgemaBe Halterungsvorrichtung aus einem Kopf- 
teil und einem Einsatzteil. Das Kopfteil enthait den Gaska- 
nal, der simultan eine Durchfiihrung der Haltekapillare bil- 
det. Das Kopfteil bildet ferner eine Aufnahme fur das Ein- 
satzteil, so daB dieses im Kopfteil axial verschiebbar und in 
einer bestimmlen Position fixierbar ist. Damil isl der Ab- 
stand des Endes der Haltekapillare, das eine Auflage fiir die 
parti kelft3rmige Materialprobe bildet, von der Miindung des 
Gaskanals bzw, der Oberflache des Tragerblocks in vorbe- 
stimmter Weise veranderlich. 

Im Rahmen dieser Beschreibung ist ein TYagerblock 
durch jeden mechanischen Aufbau gegeben, der die Positio- 
nierung und/oder Bewegung einer Haltekapillare ermog- 
Hcht. Die Haltekapillare kann eine mit Unterdruck betrie- 
bene Hohlkapillare (Vakuumpinzette) oder auch ein kom- 
paktes, langgestrecktes, spitzenformiges Bauteil sein, an 
dessen Ende eine Auflage fiir die partikelformige Material- 
probe gegeben isl. Die Erfindung ist somil nichl auf die Im- 
plementieruiig mit dem Vakuumpinzettenaufbau be- 
schrankt, sondern auch mil anderen Halterungsvorrichtun- 
gen anwendbar, bei denen die partikelformige Material- 



DE 198 42 797 C 1 



3 

probe an der Spitze der Hallekapillare unter Wirkung von 
Adsorplionskraften, elektrischen Kraften oder einem Klebe- 
mittel anhaftet. Der Begritf Gaskanal umfafit jede Art von 
Gaszufuhrleitungen. Es konnen mehrere Gaskanale vorge- 
sehen sein. Das im Gaskanal gefiihrte Gas umfaGt anwen- 
dungsabhangig ein Gas oder eine;n Dampf mil einem be- 
stimmten Gehalt dampfformiger Substanzen, die der in der 
partikelfonnigen Materialprobe enthaltenen Flussigkeil 
und/oder Zusatzsloffen enlsprechen. So kann beispielsweise 
vorgesehen sein, daB zur Erhaltung bestimmter Oberfla- 
cheneigenschaften auf der Materialprobe durch den Gaska- 
nal eine dampfformige Substanz geleitet wird, die sich von 
der Flussigkeit oder Losung in der Probe unterscheidet. 

Die Erfindung ist mit den folgenden Vorteilen verbunden. 
Der erfindungsgemafie Tragerblock nut integriertem Gaska- 
nal ermoglicht eine verbesserte und kontrollierte Manipu- 
lierbarkeit der Probe. Nachteilige Abschattungen im MeBsy- 
stem durch gesonderte Gasdiisen werden vermieden. Der 
Gaskanal erlaubt eine homogene und gleichmaBige Gasfiih- 
rung, Ein vollstandiger EinschluB der Probe ist in alien Stel- 
lungen der Halterungseinrichtung gewahrleistet. Es konnen 
vereinfacht gezielte Veranderungen an der Probe vorgenom- 
raen werden. Dies betrifft sowohl die Zufuhr von Zusatz- 
stoffen durch den Gaskanal als auch beispielsweise die ge- 
nannte Kryotechnik zum Schutz vor Sirahlenschaden in Pro- 
teinkristallen. Die erfindungsgemaBe Halterungsvorrichtung 
ist selbsl miniaturisierbar. Bei axialsymmeirischer Anord- 
nung der Haltekapillare ist diese automatisch im Gasstrom 
zentrien. Der erfindungsgemaBe Aufbau der Halterungsvor- 
richtung erlaubt eine vereinfachte Justierung in Bezug auf 
. eine MeBanordnung. Die Zahl storender (z. B. streuender) 
Bauteile im MeBbereich wird verringert. Die gehalterte 
Probe ist bessa- zuganglich fur zusatzliche MeBverfahren 
(z. B. optische Messungen), 

Die Erfindung erlaubt erstmalig eine definierlc Tempera- 
tureinstellung in partikelformigen Materialproben, in dem 
der Gasstrom im Tragerblock auf eine definierte Temperatur 
gebracht wird. Aufgrund der geringen ProbengroBe nimmt 
die Probe unmittelbar die Gastemperatur an. In. diesem Zu- 
sammenhang ist zu belonen, daB das im Gaskanal gefuhrte 
Gas ggf. auch ein Inertgas ohne einen Dampfzusatz sein 
kann und von diesem Inertgas lediglich eine Temperierungs- 
oder anwendungsabhangig sogar Trocknungsfunktion iiber- 
nommen wird. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden 
im folgenden unter Bezug auf dieZeichnungen beschrieben, 
Es zeigen: 

Fig, 1: eine Schnittdarstellung einer Ausfiihrungsform 
der erfindungsgemaBen Halterungsvorrichtung, 

Fig. 2: eine Schnitteildarstellung eines Kopfleiis der Hal- 
terungsvorrichtung gemaB Fig. 1, 

Fig. 3: eine Schnitteildarstellung des Einsatzteils einer 
Halterungsvorrichtung gemaB Fig. 1, 

Fig. 4: eine Schnittdarstellung einer herkommlichen Hal- 
terungsvorrichtung, und 

Fig. 5: eine Sc hem adarste Hung einer herkommlichen An- 
ordnung zur Erzeugung eines feuchten Gasstroms. 

Die Erfindung wird im folgenden am Beispiel der Pro- 
teinkristallhalterung beschrieben, kann aber in analoger 
Weise bei der Halterung anderer partikelformiger Probema- 
teri alien (insbesondere biologische oder synthetische Mate- 
rial ien, wie sie oben genannt wurden) implementierl wer- 
den. 

Fig. 1 zeigt eine erfindungsgemaBe Halterungsvorrich- 
tung am Beispiel eines im Schnitt dargestellten Kristallhal- 
ters fur Proteinkristalle. Der Kristallhaiter umfaBt einen Tra- 
gerblock 10 mit einem Kopfteil 20 und einem Einsatzteil 30, 
die einzeln cntsprechend in den Fig. 2 und 3 teilweise darge- 
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stellt sind. Das Kopfteil 20 ist ein massives Bauteil, das eine 
erste Bohrung fiir den Gaskanal 21 und eine zweite Bohrung 
fur die Einsatzteilaufnahme 22 aufweist. Die Bohrungen 
sind miteinandcr axial ausgerichtet. Der Gaskanal 21 ist 

5 iiber einen Teil der Einsatzteilaufnahme 22 und uber den 
Seitenkanal 23 mit einer Gasquelle (nicht dargestellt) ver- 
bunden. Der Seitenkanal 23 verlauft im wesentlichen senk- 
recht zur Achsenrichtung des Gaskanals 21 und der Einsatz- 
teilaufnahme 22 und miindct am gaskanalseitigen Ende der 

10 Einsatzteilaufnahme 22 in diese. Das Kopfteil 20 besitzt fer- 
ner eine seitliche Offnung 24, die von der Einsatzteilauf- 
nahme 22 nach auBen fiihrt und zur Aufnahme des Stellele- 
ments 36 eingerichtet ist. 
Der Gaskanal 21 verlauft gerade von der Einsatzteilauf- 

15 nahme 22 zur Mundung an der meBgerateseiligen, sich ke- 
gelformig verjiingendcn Oberflache des Kopfteils 20. Am 
Ende des Gaskanals 20 ist ein Miindungsende 21a ausgebil- 
det, das auf das Auflageende 31a der Haltekapillare 31 ge- 
richtet ist, 

20 Das Einsatzteil 30 ist als Trager fur die Hallekapillare 31 
(s. Fig. 1) vorgesehen und umfaBt ein Basisteil 32 und ein 
Dichtteil 33. Das Basisteil 32, das einzeln in Fig. 3 darge- 
stellt ist, ist ein Formteil mit einer zentralen Bohrung, die als 
Kapillaraufnahme 35 vorgesehen ist. Die Kapillaraufnahme 

25 35 ist mit einem Unterdruckkanal 37 verbunden, der beim 
dargestellten Beispiel im wesentHchen senkrecht zur Kapil- 
laraufnahme 35 aus der Einsatzteilaufnahme 30 ausuitt. Der 
Unterdruckkanal 37 ist iiber eine Unterdruckleitung mil ei- 
ner Pumpeinrichtung (nicht dargestellt) verbunden. Im zu- 

30 sammengesetzten Zustand des Einsatzteils 30 steckt die 
Haltekapillare 31 in der Kapillaraufnahme 35. Der Innen- 
durchmesser der Kapillaraufnahme 35 ist vorzugsweise fur 
eine formschliissige Passung mit der AuBenform der Halte- 
kapillare 31 an deren AuBendurchmesser angepafit. Es kann 

35 aber auch ein geringfiigiges Spiel vorhanden sein, da das 
Dichtteil 33 mit einer Ringdichtung 34 versehen ist, um ei- 
nen Druckverlust vom Inneren der Haltekapillare 31 bzw. 
der Kapillaraufiiahme 35 hin zum Gaskanal 21 zu verhin- 
dern. 

40 Die Haltekapillare 31 besteht vorzugsweise aus einem 
Glasrohrchen oder einer Mikropipette (Durchmesser rd. 
1 mm) mit ausgezogener Spitze. Die Herstellung der Halte- 
kapillare 31 erfolgt analog zur Kapillarherstellung bei der 
sogenannten "Patch-Clamp-Technik". Nach Ausziehen ei- 

45 nes Glasrohrchens wird ein Spitzendurchmesser im |jm-Be- 
reich erzielt. Im Bereich des gewiinschten Spitzendurch- 
messers wird die Spitze abgebrochen und einem Schleifvor- 
gang unterzogen, so daB sich eine moglichst ebene Ringauf- 
lageflache fur den Proteinkristall bildet. Der gewahlte 

50 Durchmesser der Mikropipettenspitze ist von der Proteinkri- 
stallgroBe abhangig und beu-agt beispielsweise rund 0. 1 bis 
0.3 mm, Der Durchmesser kann jedoch bei besonders klei- 
nen Proteinkristallen (bis zu 30 pm) cntsprechend kleiner 
gewahlt sein. Die Halterung erfolgt bei einem Unterdruck in 

55 der Kapillare von rd. 0.05 bar bis 0.2 bar. 

Das Dichtteil 33 ist eine auf den Vorsprung des Basisteils 
32 aufsetzbare Kappe mit einer axialen Bohrung, die mit der 
Kapillaraufnahme 35 ausgerichtet ist, und dient der Positio- 
nierung der Haltekapillare 31 und der Abdichtung der Ka- 

60 pi llarauf nahme 35. Zwischen dem Dichtteil 33 und dem 
Vorsprung ist die Ringdichtung 34 angebracht. 

Das Dichtteil 33 wirkt wie folgt mit dem Basisteil 32 zu- 
sammen. Die Haltekapillare 31 wird durch die Bohrung des 
Dichtteils 33 geschoben und mit diesem auf den hierzu vor- 

65 gesehenen kopfteilseitigen Vorsprung des Einsatzteils 30 
mil der Ringdichtung 34 (z. B. aus Gummi) aufgesetzt. Zwi- 
schen dem Dichtteil 33 und dem Vorsprung ist eine Schraub- 
vcrbindung (nicht dargestellt) vorgesehen, so daB das Dicht- 
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teil 33 wie ein Schraubdeckel auf dem Vorsprung befestigt 
werden kann. Altemativ ist es moglich, daB das Dichtteil 33 
bereits locker auf dem Vorsprung aufsitzt und die Halteka- 
pillare 31 durch die Bohrung des aufsitzenden Dichtteils 33 
geschoben wird. Beim Festschrauben wird die Ringdichtung 5 
komprimiert. Das Dichtungsmaterial legt sich gegen aile an- 
grenzenden Oberflachen der Kapillare bzw. des Einsatz- und 
Dichtungsteils, so dafi die Kapillaraufnahme 35 und somit 
das Innere der Kapillare gegeniiber dem Gaskanal abgedich- 
tet werden. lO 

Das Basisteil 32 mit der aufgesetzten Haltekapillare 31 
wird in die Einsatzteilaufnahme 22 des Kopfteils 20 einge- 
fuhrt. Das Einsalzteil 30 wird je nach der gewunschten Nul- 
zungssiluation in die Einsatzteilaufnahme 22 eingeschoben, 
so chB die ausgezogene Spitze der Haltekapillare 31 mit der i5 
Auflage fur den Proteinkri stall im Gaskanal versenkt bleibt 
Oder um einen vorbestimmten Abstand aus der Mundung 
des Gaskanals 21 herausragt. Es sind beispielsweise drei 
Nutzungssituationen vorgesehen. Im Transportzustand ist 
die Haltekapillare im Gaskanal zuruckgezogen. Die Spitze 20 
der Haltekapillare 31 ist vom Kopfteil verdeckt. Im Bestro- 
mungszustand ragt die Spitze beispielsweise im Bereich von 
rund 1 bis 5 mm aus der Mundung. Im Kryobehandlungszu- 
stand (ohne die feuchte Gasbestromung) kann die Spitze 
noch weiter aus der Mundung herausragen (z. B. rund 25 
20 mm). In der gewunschten Position wird das Einsatzteil 
30 rait dem Stellelement 36 fixiert, Danach erfolgi der An- 
schluB der Unterdruckleitung am Unterdruckleitungskanal 
37 bzw. der Gasversorgung am Seitenkanal 23 und die Auf- 
nahme eines Proteinkristalls (z, B. ein CODH-(Kohlenmon- 30 
oxiddehydroginase)-Kristall) aus einer Wachstumslosung. 
Die erfindungsgemafie Halterungsvorrichtung ist dann ein- 
satzbereit und wird mit dem Kopfteil 20 (ggf. mit einer se- 
paralen Halterung) oder mit dem Einsatzteil 30 zum Bei- 
spiel an einem Goniometerkopf einer Rontgen- oder Syn- 35 
chrotronbesU-ahlungsanlage befestigt. 

Die Haltekapillare 31 kann altemativ auch fest und gas- 
dicht mit dem Dichtteil 33 und/oder dem Basisteil 32 ver- 
bunden (z. B. verklebt) sein. 

Die Teile der erfindungsgemaBen Halterungsvorrichtung 40 
10 bestehen vorzugsweise aus aus kon-osionsfreiem Mate- 
rial (z. B, Kunststoff) geringer Warmeleitfahigkeit wie z. B. 
Delrin oder Teflon (registrierte Marken). Es sind jedoch an- 
wendungsabhangig auch andere Materialien einsetzbar. Die 
Dimensionierung erfolgt ebenfalls in Abhangigkeit vom 45 
Anwendungsfall. Der Kristallh alter 10 ist in den Fig. 1 bis 3 
etwa im MaBstab 2 : 1 dargestelll. Abweichend von der bei- 
spielhaften Darstellung konnen die Proportion der Einzel- 
teile relativ zueinander verandert werden, wobei jedoch vor- 
leilhafterweise der Gaskanal 21 mindestens mit einer Lange 
von rund 15 mm ausgefiihrt wird. Die Lange des Gaskanals 
im Kopfteil 20 wird namlich vorzugsweise so gewahlt, daB 
sich die im Gas zugefuhrten Losungsmitlel- oder Zusatz- 
stoflfdampfe moglichst homogen verleilen. Zur Erzielung ei- 
nes moglichst geraden und ungestorten AusUntts des Gases 
aus dem Gaskanal 21 besitzt dieser ein einfaches Miin- 
dungsende 21a auf einer im wesentlichen begrenzt abge- 
flachten oder ebenen Oberflache des Kopfteils 20. Die am 
Auflageende 31a der Haltekapillare 31 angebrachte Probe 
wird vollstandig vom Gasstrom aus dem Gaskanal einge- 
schlossen. 

Die auBere Form des Kopfteils 20 ist femer so gestaltet, 
daB der jeweilige MeBvorgang nur minimal beeintrachtigt 
wird. Hierzu verjungt sich das Kopfteil 20 mefigerateseitig 
bzw. hin zum Auflageende der Haltekapillare 31 deran, daB 
an der Mundung des Gaskanals 21 der AuBendurchmesser 
des Kopfteils 20 im wesentlichen gleich dem Miindungs- 
durchmesser des Gaskanals 21 ist. MeBgerateseitig bildel 
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das Kopfteil 20 somit einen Kegelstumpf mit einem Nei- 
gungswinkel gegeniiber der Kegelachse von rund 35*^. 

Fig. 1 zeigt femer das Kopfteil 20 mit einer integrierten 
Vereisungsabschirmung 25. Die Vereisungsabschirmung 25 
befindet sich zwischen dem kegelstumpflformigen Ende des 
Kopfteiles 20 und den seitlichen Offnungen und Kanalen am 
im ubrigen zy Under formigen Korper des Kopfteils 20. Die 
Vereisungabschirmung 25 besitzt besondere Vorteile beim 
Schutz der hinteren Kristallhalterteile bei einer Kryobe- 
handlung, die im einzeben weiter unten erlautert wird, 

Als zusatzlicher Vereisungsschutz und/oder als Temperie- 
rungseinrichtung fiir das den Gaskanal 21 durchtretende Gas 
kann in das Kopfteil 20 eine Temperiereinrichtung (nicht ge- 
zeigt) integriert werden. Die Temperiereinrichtung kann 
beispielsweise ein elektrisches Heizelement oder ein Durch- 
fluBsystem zum Durchleiten von Heiz- oder Kuhlflussigkei- 
ten oder ein Peltier-Element umfassen. Bin Heizelement 
kann beispielsweise ein Heizdraht sein der in eine spiralfor- 
mige Nut in der kegel formigen Oberflache des Kopfteils 20 
eingelassen ist und gegebenen falls mit einem Silikonkau- 
tschuk befestigt oder abgedeckt ist. Es kann femer im Kopf- 
teil mit dem Gaskanal 21 verbunden, vorzugsweise an des- 
sen Miindungsende, eine Sensoreinrichtung voigesehen 
sein, die einen Feuchte- und/oder Temperalursensor oder 
chemische Sensoren umfaBt. 

Der Aufbau gemaB Fig, I kann dahingehend modifiziert 
sein, daB das Dichtteil 33 integral mit dem Kopfteil 20 ver- 
bunden ist und die Einsatzteilaufnahme 22 gaskanalseitig 
abschheBt. Bei einer derartigen Gestaltung ragt die Halteka- 
pillare 31 durch eine axiale Bohrung im Dichtteil 33 einer- 
seits durch den Gaskanal bis zu dessen Mundung und um 
den oben genannten Abstand dariiber hinaus und anderer- 
seits in die Kapillaraufnahme des Einsatzteils 30. Das Ein- 
satzteil 30 kann bei dieser Ausfiihrungsform mit einem Au- 
Bengewinde versehen sein, das mit einem Innengewinde an 
der Innenoberflache der Einsatzteilaufnahme 22 des Kopf- 
teils 20 zusammenwirkt. In diesem Fall erfolgt die Abdich- 
tung mit einer Ringdichtung zwischen dem eingeschraubten 
Einsatzteil und dem integralen Dichtteil. 

Die Gaszufiihrung in den Gaskanal 21 kann beispiels- 
weise unter Verwendung eines Feuchtesteuerungssystems 
erfolgen, wie es an sich aus der oben genannten Publikation 
von R. Kiefersauer et ai. (1996) bekannt und in Fig. 5 darge- 
stelll ist. In Bezug auf die Einzelheiten des Feuchtesteue- 
rungssystems wird die Publikation von R. Kiefersauer et al. 
durch Bezugnahme in die folgende Beschreibung aufge- 
nommen. Das System 50 umfaBt im einzelnen eine Gaszu- 
fuhr 51, die sich in einen Trockenzweig 52 und einen 
Feuchtzweig 53 trennt. Im Trockenzweig 52 ist ein compu- 
50 tergesteuerles Ventil V vorgesehen. Der Feuchtzweig 53 
fuhrt zunachst in das Wasser- und/oder Zusatzstoff reservoir 
54, in dem die zugefuhrte trockene Lufl durch Wasser bei er- 
hohter Temperatur gefuhn wird. 
AnschlieBend besitzt die im Feuchtzweig 53 gefuhrle 
55 Luft einen hohen Feuchtegehalt (nahezu Sattigung). Nach 
dem Ventil V bzw. dem Wasserreservoir 54 werden beide 
Zweige wieder zusammengefiihrl. Im gemeinsamen Gaszu- 
fuhrkanal 55 ist ein Feuchtesensor S angebracht, wobei die 
Computersteuerung des Ventils V in Abhangigkeit vom 
60 Sensorsignal und vorbestimmten Feuchtewerten die Ventil- 
funktion sleuert. (jber eine Schlauchverbindung ist die Gas- 
zufuhrleitung 55 mit dem Seitenkanal 23 der erfindungsge- 
maBen Halterungsvorrichtung verbunden. Anstelle des Sen- 
sors S kann die Steuerung auch mit einem Feuchtesensor im 
65 Gaskanal 21 der Halterungsvorrichtung (s, oben) vorgenom- 
men werden. 

Zur Realisierung der an sich bekannten Kryobehandlung 
wird ein am Ende der Haltekapillare 31 gehalterler Protein- 
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krislall einer Abkuhlung unterzogen. Die Abkuhlung erfolgt 
vorzugsweise als Schockgefrieren mil einem kalten, geson- 
dert zugefuhrten Stickstoffgasstrom bei einer Temperatur 
von rd. -170°C, Die weitere Gaszufuhr iiber den Gaskanai 
21 unterbleibt. Ein tiefgekuhlter Proleinkristall wird im ge- 
kuhlten Zustand der Strukturanalyse unter Beslrahlung mit 
Synciirotronstrahlung oder Rontgenstrahlung unterzogen. 

Zum Schutz gegeh ein Austrocknen des Kri stalls im kal- 
ten Kryostrom kann eine Zusatzschutzschicht auf dem Kri- 
slall angebracht werden. Hierzu wird ein TYopfen einer 
Schutzlosung mit einer an sich bekannten Draht- oder 
Kunslstoffschlaufe, die herkommlicherweise selbst zur Pro- 
leinkristailhalterung verwendet wird, aufgenommen und im 
feuchten Gasstrom auf den mit der Halterungsvorrichtung 
gehalterten Kristall ubertragen. Die Schlaufe wird uber die 
Kapillarspitze mit dem Kristall bin- und zuruckgefuhrt, so 
daB der Losungstropfen am Kristall zumindest teilweise 
hangenbleibt. 

Die erfindungsgemaBe Halterungsvorrichtung erlaubt die 
Implementierung eines Kristalltransformationsverfahrens, 
das im folgenden erl^utert wird. 

Das Kristalltransformationsverfahren umfaBt einen defi- 
nierten Wasserentzug aus dem Proteinkristall vor der Struk- 
turanalyse. Es wurde erstmalig festgestellt, daB mit einem 
reproduzierbaren Wasserentzug aus dem Kristall von bis zu 
20% eine Erhohung der Molekiilordnung und damit einer 
erhebliche Verbesserung des Analyseergebnisses erzieli 
werden kann. Ein mit der Halterungsvorrichtung gehalterter 
Proteinkristall wird unter Verwendung einer Anordnung ge- 
maB Fig. 5 entsprechend einem vorbestimmten Zeitmuster 
ein Gasstrom sich verringemder Feuchte zugefiihrt. Die 
Dauer der Feuchtereduzierung liegt kristallgroBenformig im 
Bereich von 5 bis 60 min. AnschlieBend erfolgt die an sich 
bekannte Strukturanalyse. 

Das Kristalltransformationsverfahren liefert die folgen- 
den Vorteile. Es wurde eine Steigerung des maximalen 
Streuwinkels und des Signal-Rausch-Verlialtnisses bei gro- 
Beren Streuwinkeln festgestellt. Vor der Transformation sind 
die groBeren Su-euwinkel nur beschrankt auswertbar. Nach 
der TVansformation besitzen auch die Reflexe bei groBen 
Winkeln eine geniigende Amplitude. Das Kristalltransfor- 
mationsverfahren Puhrt femer zu einer Verringerung der 
Mosaizitat der Kristalle von herkommlichen Werten im Be- 
reich von rd. 1.5° auf Werte bis zu 0.4°. Eine hohe Mosaizi- 
tat ist nachteilig, da durch Verkippungen von Kristalliten 
viele groBe Spots aufUreten, die sich gegenseitig uberlagem 
und eine Auswertung erschweren, Weitere Parameter, die 
fiir die Kristallographen von Interesse bei der Auswertung 
der Beugungsbilder sind und bei Einsatz der erfindungsge- 
maBen Halterungsvorrichtung erheblich verbessem, sind der 
sogenannte B-Faktor, die Intensitat der Beugungsordnungen 
und die auftretenden Slreuwinkel. 

Die erfindungsgemaBe Halterungsvorrichtung kann zu- 
satzlich oder neben der strukturanalytischen Messung dazu 
eingerichtet sein, den gehalterten Proteinkristall pulsformi- 
gen Feuchtanderungen zum Ausheilen von Strukturdefekten 
auszusetzen. Dieses sogenannte "Annealing" ist mit der er- 
findungsgemaBen Halterungsvorrichtung besonders vorteil- 
haft zu realisieren, da die Temperatur und Feuchte des Gas- 
stroms im Gaskanai 21 mit hoher Reproduzierbarkeit und 
Genauigkeit eingestellt werden konnen. Falls die erfin- 
dungsgemaBe Halterungsvorrichtung zur Halterung von 
Partikeln aus organischen Molekiilen, Stoffen mit groBem 
Wassergehalt, zuckerhaltige Substanzen, hydratisierte oder 
dehydratisierte Stoffe oder polymere Polysaccharide vorge- 
sehen ist, wurde die Dimension der Spitze der Haltekapillare 
31, des Gaskanals 21, des Gasunterdrucks in der Haltekapil- 
lare 31 und die Zusammensetzung des zugefuhrten Gases 



entsprechend angepaBt. 

Die erfindungsgemaBe Halterungsvorrichtung kann da- 
hingehend modifiziert sein, daB nicht ein Gaskanai 21, in 
dem die Haltekapillare 31 veriauft, vorgesehen ist, sondern 

5 eine Mehrzahl von Gaskanalen. Diese konnten beispiels- 
weise mit Abstand von der Haltekapillare durch das Kopf- 
teil verlaufen. Diese Gaskanale waren vorzugsweise gerade, 
jedoch gegeniiber der durch die Haltekapillare gebildeten 
Bezugsachsc geneigt, so daB die Miindungsenden dieser 

10 Gaskanale gemeinsam auf das Auflageende der Haltekapil- 
lare gerichtet sind, GemaB einer weiteren Modifikation ist es 
moglich, die erfindungsgemaBe Halterungsvorrichtung 
nicht mit einem mehrteiligen Tragerblock, sondern mit ei- 
nem einstiickigen Tragerblock auszubilden, in dem dann die 

15 Haltekapillare und der mindestens eine Gaskanai gehaltert 
bzw. ausgebildet sind. 

Patentanspruche 
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1. Probenhalterung fiir eine parti kelformige, fliissig- 
keitshaltige Materialprobe mit einem Tragerblock (10) 
fiir eine Haltekapillare (31), die ein freies Auflageende 
(31a) fiir die Materialprobe besitzt, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

der Tragerblock (10) mindestens einen integralen Gas- 
kanai (21) mit einem Miindungsende (21a) enthalt, das 
auf das Auflageende (31a) der Haltekapillare (31) ge- 
richtet ist, und 

im gasdurchstromten Zustand am Miindungsende (21a) 
des Gaskanals (21) und am Auflageende (31a) der Hal- 
tekapillare (31) eine lokale Atmosphare des den Gaska- 
nai (21) hin zum Auflageende (31a) durchstromenden 
Gases gegeben ist. 

2. Probenhalterung gemaB Anspruch 1, bei der der 
Tragerblock (10) ein Kopfteil (20) und ein Einsatzteil 

(30) umfaBi, wobei der Gaskanai (21) das Kopfteil (20) 
gerade von einer Einsatzteilaufnahme (22) zum Miin- 
dungsende (21a) durchsetzt und die Haltekapillare (31) 
am Einsatzteil (30) in der Einsatzteilaufnahme (22) an- 
gebracht ist und durch den Gaskanai (21) fuhrt. 

3. Probenhalterung gemafi einem der vorangehenden 
Anspriiche, bei der das Einsatzteil (30) in der Einsatz- 
teilaufnahme (22) axial beweglich und in einer vorbe- 
stimmten Position mit einem Stellelemenl (36) fixier- 
bar ist, so daB das Auflageende (31a) der Haltekapillare 

(31) im Kopfteil (20) versenkt ist oder um einen vorbe- 
stimmten Abstand aus dem Kopfteil (20) herausragt. 

4. Probenhalterung gemaB Anspruch 3, bei dem der 
Abstand des Auflageendes (31a) im Bereich von 1 bis 
5 mm gewahlt ist. 

5. Probenhalterung gemaB einem der vorhergehenden 
Anspriiche, bei der am Kopfteil (20) eine Vereisungs- 
abschirmung (25) vorgesehen ist. 

6. Probenhalterung gemaB einem der vorhergehenden 
Anspriiche, bei der im Kopfteil (20) eine Temperierein- 
richtung vorgesehen ist. 

7. Probenhalterung gemaB einem der vorhergehenden 
Anspriiche, bei der am Miindungsende (21a) des Gas- 
kanals (21) ein Temperatursensor und/oder ein Feucht- 
sensor angebracht ist. 

6. Verwendung einer Probenhalterung gemaB einem 
der Anspriiche I bis 7 als Halterung fiir einen Protein- 
kristall bei strukturanalytischen Untersuchungen, zum 
Schockgefrieren von FVotcinkristallen, oder zur Kri- 
stalltransformation an Proteinkristallen. 
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